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摘要: 在自然环境中分离到一株具有高产氢活性的微生物菌株, 经细菌鉴定仪及 16S rRNA基因序列分析, 鉴定
该菌株为 Enterbacter sakazakiiHP。分析了起始 pH值、反应温度、碳源、起始糖浓度、起始氧浓度及菌体密度等
因素对菌株产氢活性的影响。研究表明, 该菌株发酵产氢较适合的条件为: 以葡萄糖为产氢底物, 起始 pH 值
8 0, 菌体密度 OD 600= 0 7, 反应温度 35 , 糖浓度为 0 1m o l/L, 氧浓度为 0% 的条件下, 此时产氢菌株的最高
产氢活性为 5 34 mo lH2 /h mg dw, 氢的得率为 1 94 mo lH2 /m ol葡萄糖。
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Abstract: A H 2 p roducing bacteria l stra inwas new ly isolated and iden tif ied asEn terbac te sakazaki iHP by 16S rDNA sequence analysis and
detection by BBLCRYSTAL AUTOREADER Variou s factors, includ ing substrates and its concentrat ion, in it ial pH, temperatu re and oxy
gen, on the hydrogen product ion ofE sakazakii HP have been stud ied extens ively Among several sugars, glucosewas the favorite substrate
for hyd rogen p roduct ion The opt imum cond it ion for hyd rogen product ion by Enterbacte sakazakii HP was ach ieved as: in itial pH8 0, cel l
densityOD 6 00 = 0 7, temperatu re 35 , glucose concen tration 0 1 m ol/L, oxygen concentrat ion 0% U nder batch ferm en tat ive hyd rogen
production cond itions, the m axim al hyd rogen production act ivity and hydrogen yieldwere obtained as5 34 molH 2 /h mg dw and 1 94mo l
H2 /mo l glucose, respectively The research resu lts suggest thatEn terbac ter sakazaki iHP is an ideal cand idater for b iological hydrogen p ro
duction
K ey words: En terbacter sakazakii HP, Isolat ion and iden tif icat ion, H yd rogen p roduct ion
据 2004年世界能源统计年鉴的最新数据, 世
界石油总储量为 1 5万亿桶, 仅能够生产使用 40
多年; 全球煤炭储藏量 1万亿吨仅够开采 200多

















































采集高温环境水样, 取 100 L在生长培养基
(酵母粉 3g /L, 蛋白胨 6g /L, 葡萄糖 10g /L, M g
SO4  7H2 O 0 3g /L, pH 7 0 ) 平板上涂布, 于
37 温箱培养 12h后分离单菌落, 将单菌落分别





(N a2HPO 4  12H2O 14 33g /L, KH 2 PO 4 3 63g /L,
M gSO4  7H 2O 0 37g /L, 葡萄糖 20g /L ) 中, 调节
菌液 OD 600 = 1 0, 然后将 10mL菌液移至 140mL血
清瓶中, 以翻口橡皮塞密封好后, 反复抽气充氩
气 (A r)。 12h后于 102G型气相层析仪测定各菌
株的产氢量, 挑选产氢量最高的菌株做进一步
分析。
以光学显微镜 ( O lympus, CH 30 Japan ) 观





化特性进行分析, 确定细菌的种属; 根据细菌 16S
rRNA基因中的特异保守序列设计 PCR引物 (引物
1: 5!GAG AGT TTG ATC CTG GCT CAG 3!; 引物
2: 5!AAG GAG GTG ATC CAG CCG CA 3!), PCR
扩增该产氢菌株 16S rRNA基因, 测序后将序列与




种量 1% (体积比 ) , 于 35 摇床振荡培养, 摇床
转速设为 120r /m in, 共培养 36瓶。每小时取 3瓶




悬浮于生理盐水中, 分别调节菌体浓度至 OD 600为





次, 再接种于 1000mL生长培养基中扩大培养, 培
养至对数生长期后期, 低速离心 ( 4000 r /m in) 8
m in后收集菌体细胞, 然后重新悬浮于不同条件的
放氢缓冲液中, 利用分光光度计调节菌液浓度后,
取 10mL菌悬液置于容积为 140mL的血清瓶中, 充
A r赶出瓶中空气后以翻口橡皮塞密封, 定时检测
菌株在不同条件下的放氢活性: ( 1) 通过调整 Na2
HPO4  12H2O及 KH 2PO4在放氢缓冲液中比例, 将
产氢系统起始 pH值调为 7 0、 8 0、 8 5, 以测定
反应系统起始 pH 值对菌体放氢的影响。 ( 2) 以
0 1mol /L的葡萄糖、D木糖、蔗糖及浓度为 2%的
可溶性淀粉为反应底物中的供氢体, 测定不同底
物对菌体放氢的影响。 ( 3) 将菌体密度调节至
OD 600 = 0 33、 0 69、 1 01、 1 23、 1 49, 以测定
菌体密度对放氢的影响。 ( 4 ) 将产氢系统置于
25 、 30 、 35 、40 、45 下反应, 以测定温
度对菌株放氢的影响。 ( 5) 将产氢系统起始糖浓
度 调 节 为 0 05mol /L、 0 1mo l/L、 0 2mol /L、
0 4mol /L, 以测定不同起始糖浓度对产氢的影响。
( 6) 充 A r赶出血清瓶中空气并以翻口橡皮塞密封
后, 用注射器抽出一定量的瓶内气体, 再向瓶中
注入不同体积氧气, 将产氢系统气相起始氧浓度













似性达 99 55%。提取菌株总 DNA后扩增其 16S
rRNA基因, 所得序列与 GenBank中已知基因序列
进行比较, 结果表明该菌株 16S rRNA基因与 En
terbacter sakazak ii的 16S rRNA基因相似性达 97%。
根据菌株形态结构及生理生化特征、细菌鉴定仪
鉴定结果以及菌株 16S rRNA基因序列分析结果,
初步确定该菌株为 Enterbacter sakazak iiHP。
2 2 菌株生长曲线的测定
由菌株在培养不同时间的菌体密度制作生长
曲线, 结果显示, 该菌株在培养 1h后进入对数生
长期, 培养 6h后进入稳定期, 9h后进入衰亡期。
2 3 起始 pH值对菌体放氢的影响
反应系统 pH 值是影响微生物代谢的重要因




前 6h的平均产氢速率可达 5 06 mo l/h mg dw,
且 放 氢 时 间 持 续 较 长, 氢 转 化 率 达 1 94
mo lH2 /mol葡萄糖。从实验结果来看, 在批次发
酵产 氢中, 菌株 产氢的 最适 起始 pH 值 为
8 0 (图 1)。
图 1 反应系统起始 pH对菌体放氢的影响
糖浓度: 0. 1m ol /L, 菌体密度: OD 600 = 0 7, 反应温度: 35 , 氧浓度: 0% , A: 菌体放氢总量, B: 菌体放氢速率










可溶性淀粉浓度 2% , 其他碳源浓度均为 0 1m ol /L, 起始 pH: 8 0, 菌体密度: OD 600 = 0 7, 反应温度: 35 , 氧浓度: 0% ,
A: 菌体放氢总量, B: 菌体放氢速率






OD 600 = 0 33时前 6h的平均产氢速率较低, 放氢
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活性不高, 当反应体系菌体密度为 OD 600 = 0 7、
1 0或 1 2、 1 5时, 放氢速率相差不多, 可达
5 17 mo l /h mg dw。因此, 综合考虑菌体的放氢







35 时前 6h平均产氢速率为 3 5 mo l/h mg dw,
最终氢转化率为 1 55 molH 2 /mo l葡萄糖, 产氢活
性比其他温度高 (图 3)。所以, 该菌株的最适放
氢温度为 35 。
图 3 温度对菌体放氢的影响
葡萄糖浓度: 0 1mo l/L, 细胞密度: OD 600 = 0 7, 起始 pH: 8 0, 氧浓度: 0% , A: 温度对菌体放氢总量的影
响 B: 温度对菌体放氢速率的影响







葡萄糖浓度为 0 1mo l/L的培养基中氢转化率为
1 57mo lH 2 /mol葡萄糖, 前 6h平均产氢速率为
3 02 mo l /h mg dw。综合考虑菌体对原料的利用








0%时氢转化率为 1 52 mo lH 2 /mo l葡萄糖, 前 6h
平均产氢速率为 3 64 mo l/h mg dw (图 4) , 随
着氧气含量的增加, 菌株放氢活性逐渐降低。
图 4 起始氧浓度对菌株放氢的影响
起始 pH值: 8 0, 葡萄糖浓度: 0 1 /L, 菌体密度: OD 600 = 0 7, 反应温度: 35 A: 菌株放氢总量, B: 菌株放氢速率





面的优点: ( 1) 产氢活性较高, 前 6h平均产氢速
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率可达 5 34 molH2 /h mg dw; ( 2) 可以在温度
较高的环境中生存 ( 55 ) ; ( 3) 对氧的耐受性





株 E sakazak iiHP在以葡萄糖为产氢底物, 反应系
统起始 pH值为 8 0, 菌体密度 OD 600 = 0 7, 反应
温度 35 , 糖浓度 0 1mo l/L, 氧气分压 0%的条
件下, 产氢活性较高, 氢的转化率可达 1 94
mo lH 2 /mol葡萄糖。本研究表明, 菌株 E sakazakii
HP在生物制氢研究中有良好的应用前景。
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论文规范化与标准化
论文中计量单位的表示方法
为执行国务院发布的 ∀关于在我国统一实行法定计量单位的命令 # 的规定, 计量单位和单位符号按
国家技术监督局发布的 ∀量和单位# GB3100- 3102- 93执行。单位符号均用英文小写 (正体 ), 不允许
随便对单位符号进行修饰。现将本刊常用计量单位和符号介绍如下, 希望作者参照执行。
时间: 年用 a; 日用 d ; 小时用 h; 分钟用 m in ; 秒用 s等表示。
溶液浓度: 用 mol/L, 不用 M (克分子浓度 ) 和 N (当量浓度 ) 等非许用单位表示。
旋转速度: 用 r/m in , 不用 rpm。
蒸汽压力: 用 Pa或 kPa、MPa表示。
光密度: 用 OD (斜体 ) 表示。
生物大分子的分子量: 蛋白质用 D或 kD, 核酸用 bp或 kb表示。
图表中数值的物理量和单位: 用量和单位的比值表示数值, 即物理量符号 (斜体 ) 与单位 (正体 )
之间用斜线隔开, 例如: t / h (表示时间, 单位是小时 )。
带数值的计量单位: 计量单位不能省略, 例如: 20cm ∃ 0. 3cm , 不能写成 20 ∃ 0. 3cm; 3 ~ 5 不
可写成 3 ~ 5 ; 3% ~ 6%不可写成 3 ~ 6%等。
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